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57  Resumen:
La presente invención describe una vacuna frente a
in fes tac iones  p rovocadas  po r  a r t rópodos
hematófagos preferentemente garrapatas, mosquitos,
flebótomos, ácaros rojos de las gallinas, pulgas,
piojos, piojos de mar, etc. Así mismo, se protege un
péptido capaz de inducir una respuesta inmune
protectora y de reacción cruzada frente a una
infestación provocada por artrópodos hematófagos,
un polinucleótido, un vector de expresión, una célula
hospedadora, un animal no humano, un anticuerpo, y
un medicamento, así como el uso de estos productos
en medicina, preferentemente en tecnologías del ADN








SECTOR DE LA TÉCNICA 5 
 
La presente invención se encuadra dentro de la tecnología del ADN recombinante y la inmunología, 
específicamente, dentro del campo de los antígenos capaces de inducir inmunidad frente a infestaciones 
provocadas por artrópodos hematófagos que actúan como vectores de patógenos, garrapatas, mosquitos y 
flebótomos, y, por tanto, dentro del campo de las composiciones, preferiblemente vacunas, destinadas al 10 
tratamiento o prevención de dichas infestaciones. 
 
ESTADO DE LA TÉCNICA ANTERIOR 
 
El control de las infestaciones de artrópodos hematófagos, vectores de patógenos que afectan a la salud animal 15 
y humana, es importante para la erradicación de enfermedades transmitidas por vectores. Las enfermedades 
provocadas por patógenos trasmitidos por vectores afectan en buena medida a la salud humana y animal y 
representan más del 20% del total de las enfermedades infecciosas reemergentes constatadas desde 1940 hasta 
2004 (Jones, et al., 2008). Sin embargo, con la excepción de unas pocas enfermedades, tales como la fiebre 
amarilla, las vacunas frente a enfermedades transmitidas por vectores no se han desarrollado con éxito ni se han 20 
implementado. 
 
A nivel mundial, el mosquito se considera el vector más importante de las enfermedades humanas mientras que 
las garrapatas ocupan el segundo lugar en importancia como vector de transmisión de enfermedades en 
humanos y el primero como vector de patógenos que afectan al ganado vacuno (de la Fuente, et al., 2008b; 25 
Peter, et al., 2005). Las garrapatas son ectoparásitos hematófagos obligados, que se encuentran distribuidas por 
todo el mundo, desde el Ártico hasta las regiones tropicales. Las garrapatas transmiten patógenos que afectan a 
los animales y a los humanos, cuyas enfermedades transmitidas provocan un gran impacto en la salud animal y 
humana. Las enfermedades transmitidas por garrapatas comprenden: Borreliosis, Anaplasmosis, Coxiqueliosis, 
Franciselliosis, Riquetsiosis, Theileriosis, Elriquesiosis y Babesiosis, así como enfermedades virales como la 30 
encefalitis transmitida por garrapatas. Las infestaciones por garrapatas también tienen un impacto económico en 
la ganadería, dado que provocan la pérdida de peso de los animales y la reducción de la producción de leche. No 
obstante, el control de las infestaciones transmitidas por garrapata es difícil dado que estos parásitos tienen 
pocos enemigos naturales.  
 35 
Actualmente, el control de las infestaciones por garrapatas se efectúa mediante una serie de medidas integradas 
en las cuales actúan diversos métodos de control adaptados a un área geográfica. Un componente principal de 
estos métodos de control consiste en la aplicación de acaricidas químicos. Sin embargo, la aplicación de 
acaricidas ha mostrado una eficacia limitada en la reducción de las infestaciones y a menudo estas medidas se 
acompañan de serios efectos adversos, tales como la selección de garrapatas resistentes a acaricidas, la 40 
contaminación medioambiental y la contaminación de la carne y la leche con residuos de agentes químicos (Graf, 
et al., 2004).  
 
La posibilidad de controlar las infestaciones de garrapata mediante la inmunización de hospedadores con 
antígenos de garrapata fue una realidad con el desarrollo de vacunas que redujeron las infestaciones de 45 
Boophilus spp en rumiantes (de la Fuente y Kocan, 2003; de la Fuente y Kocan, 2006; Nuttall, et al., 2006; 
Willadsen, 2006).  
 
Las vacunas desarrolladas frente a artrópodos se basan en la inducción en el hospedador de anticuerpos 
específicos de antígenos que resulten dañinos para el vector artrópodo durante su alimentación (Almeida y 50 
Billingsley, 2002; de la Fuente, et al., 2007; de la Fuente, et al., 1998; Lal, et al., 2001; Milleron, et al., 2004; 
Suneja, et al., 2003; Titus, et al., 2006; Valenzuela, et al., 2001; Willadsen, 2004). Actualmente existen en el 
mercado dos vacunas comerciales (Gavac y TickGard) frente a un antígeno de garrapata denominado Bm86, o 
Bm 89, que reducen las infestaciones por este parásito en animales de interés ganadero. 
 55 
Los estudios de la interacción entre las garrapatas del género Ixodes, vector del patógeno Anaplasma 
phagocytophilum, agente causal de la anaplasmosis humana y animal y de la fiebre transmitida por garrapatas 
en rumiantes, y el hospedador, condujo al descubrimiento de la proteína 4D8 que después se bautizó como 
subolesina (SUB). Además, la SUB descubierta en la garrapata Ixodes scapularis es eficaz como un antígeno 
protector y, es estructural y funcionalmente ortóloga a las akirinas (AKR) en insectos y vertebrados. La AKR es 60 
una proteína evolutivamente conservada que regula la expresión génica y, por lo tanto, interviene en múltiples 
procesos celulares, como la digestión, la respuesta inmunitaria, la reproducción y el desarrollo (Almazán, et al., 
2005a; Almazán, et al., 2005b; de la Fuente, et al., 2006a; de la Fuente, et al., 2006b; Kocan, et al., 2009; Nijhof, 
et al., 2007). Por ello, recientemente se han desarrollado vacunas que comprenden el antígeno subolesina y que 
inducen una protección inmunológica frente a las infestaciones de garrapatas en hospedadores vertebrados 65 





(US2004/0022795 A1 y US2006/0040361 A1).  
 
Las proteínas SUB o AKR están conservadas en diferentes especies de artrópodos, brindando así un candidato 
para la producción de una vacuna capaz de proteger frente a la infestación con diferentes vectores hematófagos 
de patógenos que afectan al hombre y los animales. Estas proteínas han demostrado su efectividad como 5 
vacunas frente a la infestación con diferentes vectores hematófagos y la disminución de la infección con 
patógenos transmitidos por garrapatas. Los experimentos de vacunación con antígenos recombinantes ortólogos 
de subolesina de garrapata o de mosquito muestran una reducción de la fertilidad y/o de la supervivencia de los 
artrópodos, como garrapatas, mosquitos y pulgas de arena. En rumiantes, las infestaciones de la garrapata 
Ixodes scapularis son reducidas mediante la vacunación con ortólogos de subolesina procedentes de garrapata y 10 
de mosquito con una eficacia similar. No obstante, diferentes ensayos han demostrado que la SUB o AKR de 
algunas especies producen un efecto mayor que otras frente a diferentes especies de vectores (Canales, M. et 
al., 2009). La vacunación con el ortólogo de subolesina procedente de mosquito no ofrece protección de los 
animales frente a las infestaciones por otras dos especies de garrapatas (Amblioma americanun y Rhipicephalus 
sanguineus) (Canales M. et al., 2009).  15 
 
Actualmente existe la necesidad de desarrollar vacunas capaces de desencadenar en el hospedador una 
respuesta inmune protectora frente a las infestaciones por varios artrópodos hematófagos vectores de 
patógenos, como son la garrapata, el mosquito y el flebótomo. De esta manera, mejoraría la relación 
coste/eficacia de los tratamientos actuales, se reduciría el impacto de la contaminación ambiental derivada del 20 
empleo de productos químicos como los acaricidas, se evitaría la selección de parásitos resistentes a fármacos 
que pueden resultar de la aplicación continuada de estos productos y se evitaría la necesidad de aplicar varios 
tipos de vacunas individuales frente a cada uno de estos vectores. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 25 
 
Para lograr obviar la especificidad del antígeno a nivel de especie de vector y aumentar la inmunogenicidad de 
los antígenos vacunales, en la presente invención se han construido quimeras basadas en epítopos protectores 
identificados en la SUB de garrapata y la AKR de mosquito. La construcción de las quimeras está basada 
además en la posible estructura secundaria de las proteínas resultantes. No obstante, esta aproximación 30 
aparentemente trivial, resulta muy compleja pues es difícil anticipar cómo el sistema inmune del hospedador 
vacunado va a reconocer los epítopos incluidos en las proteínas quiméricas, generando anticuerpos que sean 
protectores. Sólo el ensayo empírico de diferentes combinaciones de secuencias puede llevar al descubrimiento 
de antígenos protectores como las quimeras Q38 y Q41, objeto de la presente invención. Finalmente, la 
capacidad de estas proteínas quiméricas de proteger frente a la infestación de otros vectores como los 35 
flebótomos, de donde no se derivaron secuencias incluidas en las quimeras pues estas sólo se basaron en 
secuencias de SUB de garrapata y AKR de mosquito, es un resultado sorprendente e inesperado, no siendo 
predecible, lo que sugiere que las quimeras aquí descritas pueden proteger también frente a otras especies de 
vectores no ensayadas aún. 
 40 
La presente invención hace referencia a un péptido aislado capaz de inducir una respuesta inmune protectora y 
de reacción cruzada frente a una infestación provocada al menos por un artrópodo hematófago, caracterizado 
por que comprende al menos un epítopo lineal y al menos un epítopo conformacional, dichos epítopos son 
comunes a los ortólogos de la proteína subolesina de garrapata y de mosquito. Preferentemente dicho péptido es 
la SEQ ID No. 1 y/o la SEQ ID No. 2. Más preferentemente, dicho péptido es útil en medicina. Dicho péptido se 45 
denomina “péptido de la invención”.  
 
En una realización preferida, la invención hace referencia al péptido descrito anteriormente, caracterizado por ser 
útil para inducir una respuesta inmune protectora y de reacción cruzada frente a una infestación provocada al 
menos por un artrópodo hematófago seleccionado entre: una garrapata, un mosquito, un flebótomo, un ácaro 50 
rojo de las gallinas, una pulga, un piojo y un piojo de mar. Más preferentemente, dicho artrópodo hematófago se 
selecciona entre: Ixodes ricinus, Aedes albopictus y Phlebotomus perniciosus.  
 
La presente invención hace referencia a un polinucleótido aislado que se caracteriza por codificar para un 
péptido descrito anteriormente. Preferiblemente dicho polinucleótido es SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 4. Dicho 55 
polinucleótido se denomina “polinucleótido de la invención”.  
 
La presente invención hace referencia a un vector de expresión caracterizado por que comprende al menos un 
polinucleótido descrito anteriormente. Dicho vector de expresión se denomina “vector de expresión de la 
invención”.  60 
 
La presente invención hace referencia a una célula hospedadora, caracterizada por que comprende al menos un 
vector de expresión descrito anteriormente. Preferentemente, dicha célula es bacteriana, y más preferentemente, 
dicha célula bacteriana es Escherichia coli. Dicha célula hospedadora se denomina “célula hospedadora de la 
invención”.  65 






La presente invención hace referencia a un animal/organismo no humano, caracterizado por que comprende al 
menos una célula hospedadora descrita anteriormente. Preferentemente, dicho animal es un ratón. Dicho 
animal/organismo no humano se denomina “animal/organismo no humano de la invención”. 
 5 
La presente invención hace referencia a un anticuerpo aislado caracterizado por que reacciona frente a un 
péptido descrito anteriormente. Dicho anticuerpo se denomina “anticuerpo de la invención”. 
 
La presente invención hace referencia a una composición caracterizada por que comprende un péptido descrito 
anteriormente, o un polipéptido descrito anteriormente, o un vector de expresión descrito anteriormente, o una 10 
célula hospedadora descrita anteriormente. Preferentemente, dicha composición puede comprender 
adicionalmente un vehículo o un excipiente farmacéuticamente aceptable. Más preferentemente, dicha 
composición puede comprender adicionalmente un adyuvante. Aún más preferentemente, dicha composición 
puede comprender un segundo principio activo. Dicha composición se denomina “composición de la invención”.  
 15 
La presente invención hace referencia al uso de un péptido descrito anteriormente, o un polipéptido descrito 
anteriormente, o un vector de expresión descrito anteriormente, o una célula hospedadora descrita 
anteriormente, o un animal no humano descrito anteriormente, o un anticuerpo descrito anteriormente, para la 
preparación de un medicamento. Preferentemente, dicho medicamento es útil para la prevención y/o el 
tratamiento de una infestación provocada al menos por un artrópodo hematófago. Más preferentemente, dicho 20 
artrópodo hematófago es seleccionado entre: una garrapata, un mosquito, un flebótomo, un ácaro rojo de las 
gallinas, una pulga, un piojo y un piojo de mar. Aún más preferentemente, dicho artrópodo hematófago es un 
artrópodo hematófago seleccionado entre: Ixodes ricinus, Aedes albopictus y Phlebotomus perniciosus. 
 
La presente invención hace referencia al uso de un péptido descrito anteriormente, o un polipéptido descrito 25 
anteriormente, o un vector de expresión descrito anteriormente, o una célula hospedadora descrita 
anteriormente, o un animal no humano descrito anteriormente, o un anticuerpo descrito anteriormente, para el 
control de las infestaciones transmitidas por artrópodos hematófagos descritos anteriormente. 
 
La presente invención hace referencia a un medicamento capaz de inducir una respuesta inmune protectora y de 30 
reacción cruzada frente a una infestación provocada al menos por un artrópodo hematófago caracterizado por 
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido descrito anteriormente, o un polipéptido 
descrito anteriormente, o un vector de expresión descrito anteriormente, o una célula hospedadora descrita 
anteriormente. Preferentemente, dicho medicamente es una vacuna. Dicho medicamento se denomina 
“medicamento de la invención”. 35 
 
La presente invención hace referencia a un método de prevención y/o tratamiento de frente a una infestación 
provocada al menos por un artrópodo hematófago caracterizado por la administración de una cantidad 
terapéuticamente aceptable de un péptido descrito anteriormente, o un polipéptido descrito anteriormente, o un 
vector de expresión descrito anteriormente, o una célula hospedadora descrita anteriormente, o un anticuerpo 40 
descrito anteriormente, o un medicamento descrito anteriormente. Dicho método se denomina “método de la 
invención”. 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 45 
La presente invención proporciona dos proteínas quimeras: Q38 y Q41 (SEQ.ID Nº1 y SEQ.ID. Nº2), diseñadas 
mediante la combinación de una serie de epítopos lineales, mimétopos conformacionales y estructurales o 
discontinuos, procedentes de los ortólogos de la proteínas subolesina de garrapata y de mosquito. Estas 
proteínas son capaces de inducir una respuesta inmune protectora y de reacción cruzada frente a las 
infestaciones provocadas por artrópodos hematófagos (garrapatas, mosquitos y flebótomos). La invención 50 
también comprende las composiciones de dichas proteínas quimera y al uso de las mismas y de estas 
composiciones para la elaboración de medicamentos, preferiblemente, vacunas, destinados al tratamiento o 
prevención de estas infestaciones.  
 
Las proteínas quimeras Q38 y Q41 comparten un epitopo lineal derivado de SUB y otro de AKR, dos epitopos 55 
conformacionales derivados de SUB y tres derivados de AKR. La estructura tridimensional predicha para ambas 
quimeras indica que estas están compuestas por alfa hélices y plegamisntos beta que exponen los epitopos 
protectores en la superficie.  
 
En la presente descripción se entiende por “epítopo” la porción individual de un antígeno capaz de inducir una 60 
respuesta inmunitaria; normalmente está asociado a la porción del antígeno que es reconocida por un 
anticuerpo. Como “antígeno” se entiende una sustancia extraña a un organismo que, una vez introducido en 
éste, normalmente desencadena una respuesta inmunitaria. Como “respuesta inmunitaria” o “respuesta inmune” 
se entiende la actividad que realiza el sistema inmunitario para luchar contra las sustancia extrañas (antígenos). 





Como “sistema inmunitario” se entiende el grupo de órganos y células que defiende al organismo frente a 
infecciones, infestaciones y otras enfermedades. 
 
Como “proteína quimera” se entiende en la presente invención una proteína creada a partir de la unión de dos o 
más epitopos que originalmente codifican para proteínas separadas pero que la traducción de este gen de fusión 5 
resulta en un polipéptido individual con propiedades funcionales derivadas de cada una de las proteínas 
originales. Dentro del alcance de la presente invención también se incluyen los péptidos o polipéptidos cuya 
secuencia de aminoácidos sea idéntica u homóloga en un 80%-95% a las secuencias descritas en la presente 
invención. Dos secuencias son idénticas si son iguales residuo a residuo. Sin embargo, para secuencias que no 
son idénticas, es útil tener una medida de cuánto se alejan de ser idénticas. Para esto se hace un alineamiento 10 
entre las dos secuencias, se cuenta el número de residuos que son idénticos y se divide por la longitud del 
alineamiento, dando el porcentaje de identidad.  
 
La fusión proteica es una técnica que se emplea frecuentemente en biología molecular. Habitualmente está 
relacionada con la producción de proteínas en sistemas vivos, como por ejemplo, aunque sin limitarnos, en 15 
bacterias, levaduras, células de mamífero, baculovirus o células de insecto. La inclusión de la secuencia 
codificante de interés en fase, respetando la pauta de lectura, permite la producción de una proteína quimérica.  
 
Las proteínas de fusión o quiméricas, como las de la presente invención, se purifican con facilidad, empleando 
para ello las características de las proteínas de unirse a una matriz cromatográfica, o de precipitar en ciertas 20 
condiciones. La purificación de estas proteínas de fusión es fácil mediante, por ejemplo, aunque sin limitarnos, 
columnas de sefarosa-glutation las cuales son conocidas por un experto en la materia. 
 
Debido a la degeneración del código genético, en el cual diversos tripletes de nucleótidos dan lugar a un mismo 
aminoácido, existen diversas secuencias de nucleótidos que dan lugar a una misma secuencia aminoacídica. Por 25 
ello, otro aspecto de la invención se refiere a un polinucleótido aislado, de ahora en adelante “polinucleótido de la 
invención”, que codifica para el péptido de la invención, o a la secuencia polinucleotídica complementaria a dicho 
polinucleótido. Las secuencias SEQ. ID. Nº3 y SEQ.ID. Nº4 describen las secuencias nucleotídicas a partir de la 
cual derivan las SEQ. ID. Nº1 y SEQ. ID. Nº2, respectivamente. 
 30 
Los términos “secuencia nucleotídica”, “secuencia de nucleótidos”, “ácido nucleico”, “oligonucleótido” y 
“polinucleótido” se usan aquí de manera intercambiable y se refieren a una forma polimérica de nucleótidos de 
cualquier longitud que pueden estar o no, química o bioquímicamente modificados. Se refieren, por tanto, a 
cualquier polirribonucleótido o polidesoxirribonucleótido, tanto de cadena sencilla como de doble hebra. 
 35 
El polinucleótido de la invención puede obtenerse de manera artificial mediante métodos de clonación y selección 
convencional, o mediante secuenciación. 
 
El polinucleótido, adicionalmente a la secuencia codificante, puede llevar otros elementos, como por ejemplo 
aunque sin limitarse, intrones, secuencias no codificantes en los extremos 5’ o 3’, sitios de unión a ribosomas, o 40 
secuencias estabilizadoras. Estos polinucleótidos adicionalmente también pueden incluir secuencias codificantes 
para aminoácidos adicionales que puedan ser útiles, por ejemplo, aunque sin limitarse, para aumentar la 
estabilidad del péptido generado a partir de él o permitir una mejor purificación del mismo. 
 
El clonaje del polinucleótido de la invención se realiza preferiblemente empleando un vector de expresión. En 45 
estos vectores se incluyen en la secuencia del polinucleótido de la invención o, en su caso, entre la secuencia 
polinucleotídica codificante para una proteína portadora y la secuencia del polinucleótido de la invención una 
serie de secuencias de aminoácidos que son dianas de corte de proteasas. La ventaja de esta estructura es que, 
una vez producida la proteína de fusión, lisado el sistema de expresión y purificada ésta mediante, por ejemplo, 
aunque sin limitarnos, cromatografía de afinidad, se puede escindir la proteína portadora del péptido de la 50 
invención mediante digestión con una proteasa y repurificar el péptido de la invención mediante el mismo sistema 
cromatográfico. 
 
Las secuencias de polinucleótido de la invención (SEQ.ID. Nº3 y SEQ.ID. Nº4) pueden ser insertadas en un 
vector replicante para su clonación (amplificación del ADN) o para su expresión. Ejemplos de vectores de 55 
expresión son, aunque sin limitarnos, plásmidos, cósmidos, partículas virales, es decir, vectores de ADN o ARN 
virales, o fagos. Los polinucleótidos de la invención pueden ser insertados en estos vectores mediante una serie 
de procedimientos conocidos por el experto en la materia. Por ejemplo, la secuencia polinucleotídica se inserta 
en sitios adecuados para enzimas endonucleasas de restricción mediante técnicas estándar. Los componentes 
del vector generalmente incluyen, pero no están limitados a, una o más secuencia de señales, un origen de 60 
replicación, uno o más marcadores genéticos, un elemento “enhancer”, un promotor y/o una secuencia de 
terminación de la transcripción. La construcción de vectores apropiados que contengan uno o más de estos 
componentes comprende técnicas de ligación estándar, las cuales son conocidas por un experto en la materia. 
 
Por ello, otro aspecto de la invención se refiere a un vector de expresión, de ahora en adelante “vector de 65 





expresión de la invención”, que comprenden los polinucleótidos de la invención (SEQ. ID. Nº3 y SEQ. ID. Nº4).  
 
El vector de expresión de la invención puede ser introducido, mediante por ejemplo, aunque sin limitarnos, 
transfección o transformación, en células hospedadoras, como son, aunque sin limitarse a ellas, células 
vegetales, de mamífero, bacterias, levaduras o células de insecto, de ahora en adelante “célula hospedadora de 5 
la invención”. La introducción del vector de expresión de la invención en la célula se puede llevar a cabo 
mediante cualquiera de los métodos físicos o biológicos para dar lugar a células transformadas o transfectadas. 
Dichos métodos biológicos incluyen, pero sin limitarse, el uso de vectores de ADN y ARN virales. La principal 
ventaja de los métodos físicos reside en que éstos no están asociados con procesos oncogénicos ni patológicos 
de virus. Sin embargo, los métodos físicos son menos precisos y, a menudo, resultan en inserciones de múltiples 10 
copias, integraciones aleatorias, interrupción de secuencias genéticas propias y foráneas, así como expresión 
impredecible. Entre los vectores virales más usados para la introducción de genes en células de mamífero, se 
encuentran, vectores de poxvirus, de herpes simplex, adenovirus, vectores asociados a adenovirus, etc. 
 
Los péptidos de la invención SEQ. ID. Nº1 y SEQ.ID. Nº2 presentan capacidad antigénica y puede utilizarse para 15 
desarrollar anticuerpos mono y policlonales que se unan específicamente a él. Esto puede llevarse a cabo 
mediante diversos métodos conocidos por un experto en la materia. Por ello, otro aspecto de la invención se 
refiere a un anticuerpo, de ahora en adelante “anticuerpo de la invención”, específico frente al péptido de la 
invención. 
 20 
El término “anticuerpo”, tal como se emplea en esta memoria, se refiere a moléculas de inmunoglobulinas y 
porciones inmunológicamente activas de moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un 
sitio de fijación de antígeno que se une específicamente (inmunorreacciona) con el péptido de la invención. 
Ejemplos de porciones de moléculas de inmunoglobulinas inmunológicamente activas incluyen fragmentos F(ab) 
y F(ab’)2, los cuales pueden ser generados tratando el anticuerpo con una enzima tal como la pepsina.  25 
 
Los anticuerpos pueden ser policlonales (incluyen típicamente anticuerpos distintos dirigidos contra 
determinantes o epítopos distintos) o monoclonales (dirigidos contra un único determinante en el antígeno). El 
anticuerpo monoclonal puede ser alterado bioquímicamente o mediante manipulación genética, o puede ser 
sintético, careciendo, posiblemente, el anticuerpo en su totalidad o en partes, de porciones que no son 30 
necesarias para el reconocimiento del péptido de la invención y estando sustituidas por otras que comunican al 
anticuerpo propiedades ventajosas adicionales. El anticuerpo puede ser también recombinante, quimérico, 
humanizado, sintético o una combinación de cualquiera de los anteriores. Un “anticuerpo o polipéptido 
recombinante” (rAC) es un anticuerpo que ha sido producido en una célula hospedadora transformada o 
transfectada con el ácido nucleico codificante del anticuerpo o péptido de la invención, o que produce el 35 
anticuerpo o péptido de la invención como resultado de la recombinación homóloga. 
 
Otro aspecto de la invención se refiere a una composición, de ahora en adelante “composición de la invención”, 
que comprende un elemento seleccionado de entre: 
 40 
a. La proteína de la invención, 
b. el polinucleótido de la invención, 
c. el vector de expresión de la invención, y 
d. la célula hospedadora de la invención.  
 45 
En una realización preferida, la composición de la invención además comprende un vehículo o excipiente 
farmacéuticamente aceptable. En una realización más preferida, la composición de la invención además 
comprende un adyuvante. En una realización aun más preferida, la composición de la invención además 
comprende otro principio activo. 
 50 
El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorción de los elementos de la 
composición de la invención, estabiliza dichos elementos, activa o ayuda a la preparación de la composición en 
el sentido de darle consistencia o aportar sabores que la hagan más agradable. Así pues, los excipientes podrían 
tener la función de mantener los ingredientes unidos, como por ejemplo es el caso de almidones, azúcares o 
celulosas, la función de endulzar, la función de colorante, la función de protección de la composición, como por 55 
ejemplo, para aislarla del aire y/o la humedad, la función de relleno de una pastilla, cápsula o cualquier otra 
forma de presentación, como por ejemplo, es el caso del fosfato de calcio dibásico, la función desintegradora 
para facilitar la disolución de los componentes y su absorción en el intestino, sin excluir otro tipo de excipientes 
no mencionados en este párrafo. 
 60 
El “vehículo”, al igual que el excipiente, es una sustancia que se emplea en la composición para diluir cualquiera 
de los componentes de la presente invención comprendidos en ella hasta un volumen o peso determinado. El 
vehículo farmacológicamente aceptable es una sustancia inerte o de acción análoga a cualquiera de los 
elementos de la presente invención. La función del vehículo es facilitar la incorporación de otros elementos, 





permitir una mejor dosificación y administración o dar consistencia y forma a la composición. Cuando la forma de 
presentación es líquida, el vehículo farmacológicamente aceptable es el diluyente. 
 
En esta memoria, el término “adyuvante” se refiere a un agente que no posea un efecto antigénico por sí mismo, 
pero que puede estimular el sistema inmune incrementando su respuesta a la composición de la invención. 5 
Existen multitud de adyuvantes conocidos en el estado de la técnica, como por ejemplo, aunque sin limitarse, 
fosfato de aluminio, hidróxido de aluminio, agonistas de toll-like receptors, citoquinas, escualeno, adyuvante 
incompleto de Freund o adyuvante completo de Freund. 
 
Las proteínas de la invención comprenden uno o varios epítopos comunes a los dos ortólogos de subolesina de 10 
garrapata y mosquito, por lo que, como muestran los ejemplos de la presente invención, es capaz de inducir una 
respuesta inmune protectora frente a las infestaciones provocadas al menos por ambos parásitos en varios 
hospedadores. Por tanto, su administración a un organismo es de gran utilidad para reducir la transmisión de 
patógenos por estos vectores.  
 15 
Por todo ello, otro aspecto de la invención se refiere al uso del polinucleótido, del vector de expresión, de la 
célula, del organismo, del anticuerpo o de la composición de la invención para la elaboración de un 
medicamento, de ahora en adelante “medicamento de la invención”; o alternativamente, al péptido, al 
polinucleótido, al vector de expresión, a la célula, al organismo, al anticuerpo o a la composición de la invención 
para su uso como medicamento. 20 
 
El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier sustancia usada para 
prevención, alivio, tratamiento o curación de infestaciones o enfermedades en el hombre y los animales. En el 
contexto de la presente invención se refiere a una composición que comprende el péptido, el polinucleótido, el 
vector de expresión, la célula, el organismo, el anticuerpo o la composición de la invención. 25 
 
El medicamento de la invención comprende el péptido, el polinucleótido, el vector de expresión, la célula, el 
organismo, el anticuerpo o la composición de la invención en una cantidad terapéuticamente efectiva, que es 
capaz de inducir una respuesta inmune frente a las infestaciones provocadas por artrópodos hematófagos, 
preferiblemente, por garrapata, mosquito y flebótomo, en el organismo al que le es administrado. El término 30 
medicamento incluye, por tanto, lo que se conoce como vacuna. 
 
En el sentido utilizado en esta descripción, la expresión "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a la 
cantidad de péptido, polinucleótido, vector de expresión, célula, organismo, anticuerpo o composición de la 
invención, que produzca el efecto deseado. Los adyuvantes y vehículos farmacéuticamente aceptables que 35 
pueden ser utilizados en el medicamento de la invención son los conocidos por los técnicos en la materia. 
 
Los medicamentos de la invención pueden utilizarse tanto solos como en combinación con otros medicamentos o 
composiciones para el tratamiento o prevención de infestaciones provocadas por artrópodos hematófagos, 
preferiblemente, por garrapata, mosquito y flebótomo. 40 
 
El término “prevención”, tal como se entiende en la presente invención, consiste en evitar la aparición de daños 
cuya causa sean las infestaciones provocadas por artrópodos hematófagos, preferiblemente, por garrapata y 
mosquito. El término “tratamiento” supone combatir los efectos causados como consecuencia de las 
infestaciones provocadas por artrópodos hematófagos, preferiblemente, por garrapata, mosquito y flebótomo, 45 
para estabilizar el estado de los individuos o prevenir daños posteriores. 
 
Ya que la subolesina es un antígeno evolutivamente conservado entre garrapata y mosquito, es de esperar que 
otros géneros de artrópodos hematófagos posean proteínas ortólogas a ésta que presenten una homología 
global en su secuencia de aminoácidos con la secuencia de la misma, por lo que los péptidos de la invención, al 50 
comprender al menos un epítopo de subolesina, también sería de utilidad para inducir inmunidad frente a las 
infestaciones provocadas por otros parásitos artrópodos hematófagos que expresen proteínas ortólogas a la 
subolesina. 
 
Por ello, otro aspecto de la invención se refiere al uso del péptido, del polinucleótido, del vector de expresión, de 55 
la célula, del organismo, del anticuerpo o de la composición de la invención para la elaboración de un 
medicamento para el tratamiento o prevención de infestaciones provocadas por artrópodos hematófagos, o 
alternativamente, al péptido, al polinucleótido, al vector de expresión, a la célula, al organismo, al anticuerpo o a 
la composición de la invención para su uso como medicamento para el tratamiento o prevención de infestaciones 
provocadas por artrópodos hematófagos.  60 
 
El término “infestación” se refiere a la invasión de un organismo vivo por agentes parásitos externos o internos. 
El objetivo de dichos parásitos es su supervivencia a costa del huésped que parasitan.  
 
Se entiende por “artrópodos hematófagos” aquellos organismos invertebrados, de cuerpo segmentado, simetría 65 





bilateral, exoesqueleto quitinoso, apéndices locomotores segmentados, presencia de órganos de sentidos, 
dioicos, de reproducción sexuada y cuyo crecimiento es por metamorfosis. Ejemplos de artrópodos hematófagos 
son, aunque sin limitarnos, ácaros, moscas, mosquitos, simúlidos, flebótomos, pulgas, coleópteros, arbovirosis, 
tripanosomas, filarias o garrapatas. En una realización preferida, los artrópodos hematófagos son la garrapata, el 
mosquito y el flebótomo.  5 
 
Un ejemplo no limitante de algunas de las enfermedades transmitidas por una infestación de artrópodos 
hematófagos comprenden: Borreliosis, Anaplasmosis, Coxiqueliosis, Franciselliosis, Riquetsiosis, Theileriosis, 
Elriquesiosis y Babesiosis, así como enfermedades virales como la encefalitis transmitida por artrópodos 
hematófagos. Las infestaciones por artrópodos hematófagos también tienen un impacto económico en la 10 
ganadería, dado que provocan la pérdida de peso de los animales y la reducción de la producción de leche.  
 
En una realización más preferida, el medicamento de la invención es una vacuna. En el contexto de la presente 
invención el término “vacuna” se refiere a una preparación epitópica o antigénica empleada para provocar una 
respuesta del sistema inmune a una infestación parasítica o a una enfermedad. Son preparados de antígenos o 15 
epítopos que, una vez dentro del organismo, provocan la respuesta del sistema inmunitario mediante la 
producción de anticuerpos, y generan memoria inmunológica produciendo inmunidad permanente o transitoria. 
 
A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden excluir 
otras características técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, 20 
ventajas y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y en parte de la práctica de 
la invención. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean 
limitativos de la presente invención. 
 
DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 25 
 
Figura 1. Respuesta de anticuerpos frente a las quimeras de SUB/AKR Q38 y Q41 (SEQ.ID.Nº 1 y SEQ.ID.Nº 2) 
en ratones vacunados con las mismas. El título de anticuerpos se determinó mediante ELISA en ratones 
vacunados (A) en muestras de suero recogidos a diferentes tiempos y enfrentados a cada proteína específica 
usada en la vacunación y el control se evaluó frente a una mezcla de todas las proteínas usadas en el 30 
experimento, y (B) al final del experimento (semana 8) frente a cada una de las proteínas recombinantes usadas 
en la vacunación. El título de anticuerpo se expresó como la media ±S.D. OD450nm (ODsuero ratón - ODPBS control) y 
comparado entre grupos vacunados y control mediante un test ANOVA (A; *P<0.05) o t de Student (B; *P<0.05). 
Las flechas en (A) indican fechas para la 1ª, 2ª y 3ª inmunización y la infestación por vectores.  
 35 
Figura 2. Efecto de la vacunación con las quimeras de SUB/AKR Q38 y Q41 (SEQ.ID.Nº 1 y SEQ.ID.Nº 2) en la 
infestación por vectores. La reducción del porcentaje en la infestación, muda y oviposición y/o fertilidad en los 
individuos alimentados en ratones vacunados respecto al control (ratones alimentados en ratones vacunados con 
solución salina adyuvada) se muestra para (A) garrapatas I. ricinus, (B) mosquitos A. albopictus y (C) flebótomos 
P. perniciosus. (D) La eficacia de la vacuna fue calculada como E = 100 (l - ak), donde ak representa la reducción 40 
en el proceso afectado (k) en vectores alimentados en ratones vacunados cuando se comparan con ratones 
usados en el grupo control.  
 
DESCRIPCIÓN DE LA LISTA DE SECUENCIAS 
 45 
SEQ ID No 1. Identifica la secuencia de aminoácidos correspondientes a la proteína sintética “Quimera 38”, de 
238 residuos, de origen artificial. Dicha secuencia comprende una región rica en histidina, añadida para permitir 
la purificación de las proteínas recombinantes mediante columnas de afinidad y que son conocidas por el experto 
en la materia, localizada en el intervalo de bases 6-11 de la secuencia.  
 50 
SEQ ID No 2. Identifica la secuencia de aminoácidos correspondientes a la proteína sintética “Quimera 41”, de  
234 residuos, de origen artificial. Dicha secuencia comprende una región rica en histidina, añadida para permitir 
la purificación de las proteínas recombinantes mediante columnas de afinidad y que son conocidas por el experto 
en la materia, localizada en el intervalo de bases 6-11 de la secuencia.  
 55 
SEQ ID No 3. Secuencia DNA de 657 nucleótidos, de origen artificial o sintético, usada en la producción de la 
proteína sintética “Quimera 38" y que codifica para la SEQ.ID. No. 1. 
 
SEQ ID No 4. Secuencia DNA de 645 nucleótidos, de origen artificial o sintético, usada en la producción de la 




A continuación se ilustrará la invención mediante unos ensayos realizados por los inventores, que ponen de 
manifiesto la especificidad y efectividad del péptido de la invención en la inducción de una respuesta inmune 65 





frente a infestaciones provocadas por artrópodos hematófagos. Estos ejemplos específicos que se proporcionan 
sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invención y se incluyen solamente con fines ilustrativos, por lo 
que no han de ser interpretados como limitaciones a la invención que aquí se reivindica. Por tanto, los ejemplos 
descritos más adelante ilustran la invención sin limitar el campo de aplicación de la misma. 
 5 





Las enfermedades transmitidas por vectores hematófagos, como mosquitos, garrapatas y flebótomos impactan 
causan un gran impacto en la sanidad animal y humana y, por lo tanto, su control es importante para la 
erradicación de enfermedades transmitidas por vector (ETV). La vacunación es una alternativa que no perjudica 
al medioambiente y que permite controlar las ETV mediante el uso de los elementos diana comunes a los 
vectores. Los resultados recientes han sugerido que subolesina/akirina (SUB/AKR) son buenos antígenos 15 
candidatos para el control de infestaciones de vectores artrópodos. En este trabajo, se describe el efecto de la 
vacunación con quimeras Q38 y Q41 que comprenden epítopos protectores conservados en SUB/AKR, en la 
mortalidad, muda, oviposición y/o fertilidad de los vectores garrapatas, mosquitos y flebótomos. Se demuestra 
que las quimeras SUB/AKR pueden controlar las infestaciones de vector, siendo la vacunación con Q41 la que 
muestra la eficacia más alta en mosquitos (99%) mediante la reducción de la fertilidad y de la supervivencia de 20 
las hembras. La vacunación con Q38 mostró el efecto más alto en la reducción de la oviposición de mosquitos 
(28%) y flebótomos (26%). El efecto producido por la vacunación en diferentes procesos del desarrollo y en 
varios vectores artrópodos demuestra que las quimeras de SUB/AKR son vacunas universales para el control de 




Las enfermedades provocadas por patógenos trasmitidos por vectores afectan en buena medida a la salud 
humana y animal y representan más del 20% del total de las enfermedades infecciosas reemergentes 
constatadas desde 1940 hasta 2004 (Jones, et al., 2008). Las garrapatas del género Ixodes spp. (Acari: 30 
Ixodidae) constituyen importante vectores de patógenos que causan enfermedades en humanos y animales 
domésticos en todo el mundo; incluyendo Anaplasma phagocytophilum (Rickettsiales: Anaplasmataceae), el 
agente causante de la anaplamosis granulocítica humana y de la fiebre transmitida por garrapatas de los 
rumiantes, Borrelia burgdorferi (Spirochaetales: Spirochaetaceae), que causa la enfermedad de Lyme en los 
Estados Unidos y Europa y el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (Flaviviridae: Flavivirus) (Estrada-35 
Peña A et al., 2012). Los mosquitos del género Aedes spp. (Diptera: Culicidae) son vectores de muchos virus 
que causan enfermedades humanas, incluyendo la exposición al virus de la fiebre del Dengue a más de 2,5 
millones de habitantes de países tropicales y subtropicales (Halstead SB. 2007). Los flebótomos (Diptera: 
Psychodidae) también son vectores de varios patógenos, incluyendo Leishmania spp., que causa varias formas 
de leishmaniosis humana y canina (Chappuis F et al., 2007). 40 
 
A pesar del impacto de enfermedades transmitidas por vector (ETV) en la salud humana y animal, pocas de 
estas ETV, tales como la fiebre amarilla, cuentan con vacunas efectivas (Hayes EB 2010). Por ello, el control de 
los vectores artrópodos es importante para la erradicación de ETV (de la Fuente y Kocan, 2003; Kishore K et al., 
2006; Sperança MA et al., 2007; de la Fuente, et al., 1998; Karunamoorthi K. 2011). La vacunación constituye 45 
una alternativa para el control de los vectores no perjudicial para el medio que permite el control de varias ETV 
mediante el uso de dianas comunes entre los vectores (de la Fuente, et al., 1998; de la Fuente, et al., 2007; 
Merino, O et al., 2011). La vacunación con antígenos de los vectores artrópodos ha sido propuesta como una 
alternativa para el control de las infestaciones de vectores y la reducción de su capacidad para transmitir 
patógenos que impactan en la salud humana y animal (Kishore K et al., 2006; de la Fuente, et al., 2007; Merino, 50 
O et al., 2011; Valenzuela, et al., 2001; Lal, et al., 2001; Almeida y Billingsley, 2002; Suneja, et al., 2003; Milleron, 
et al., 2004; Titus, et al., 2006; Kedzierski L et al., 2006; Saul A 2007; Canales M. et al., 2009). 
Subolesina (SUB) y akirina (AKR) son proteínas ortólogas de garrapatas e insectos (de la Fuente, et al., 2006a; 
Macqueen DJ y Johnston IA, 2009; Galindo RC et al., 2009; Mangold AJ et al., 2009) que afectan a la expresión 
de la transducción de señales y a genes de respuesta innata, así como a reguladores transcripcionales positivos 55 
y negativos (de la Fuente, et al., 2006; Macqueen DJ y Johnston IA, 2009; Galindo RC et al., 2009; Mangold AJ 
et al., 2009; Goto A et al., 2006). Estas proteínas intermediarias interactúan con NF-kB y otras proteínas 
reguladoras, se unen a DNA o remodelan la cromatina para regular la expresión génica (Galindo RC et al., 2009; 
Mangold AJ et al., 2009; Goto A et al., 2008; de la Fuente, et al., 2008b; Nowak SJ et al., 2012). La amplia 
función de SUB/AKR como factores de transcripción explica el profundo efecto del silenciamiento de genes 60 
mediante RNA de interferencia en la fisiología de las garrapatas, así como en la fisiología de los insectos y en el 
desarrollo y la expresión de genes en las garrapatas (de la Fuente, et al., 2006a; de la Fuente, et al., 2008b; de la 
Fuente, et al., 2006b; Kocan, et al., 2007).  





La expresión de SUB en garrapatas infectadas sugiere que SUB podría ser funcionalmente importante en la 
respuesta innata de la garrapata frente a los patógenos (Zivkovic Z et al., 2010). Por otro lado, SUB interviene en 
otras rutas moleculares incluyendo aquellas necesarias para el desarrollo y la función de los tejidos, así como 
para la infección y la multiplicación de los patógenos en las garrapatas (de la Fuente, et al., 2006a; de la Fuente, 
et al., 2006b; Kocan, et al., 2007; Zivkovic Z et al., 2010). 5 
SUB fue descubierta como un antígeno protector en Ixodes scapularis (Almazán C et al., 2003). La vacunación 
con SUB recombinante mostraba un control eficiente de las infestaciones de garrapata reduciendo su número, 
peso y oviposición, así como en la infección de diferentes patógenos transmitidos por garrapatas (Merino, O et 
al., 2011a; Merino, O et al., 2011b, de la Fuente J et al., 2011). Experimentos posteriores con SUB/AKR 
recombinantes han mostrado un efecto de vacunación y/o de anticuerpos específicos de antígeno en varios 10 
vectores artrópodos, incluyendo garrapatas duras y blandas, mosquitos, flebótomos, ácaros rojos de las gallinas 
y piojos de mar (Canales M et al., 2009; de la Fuente J et al., 2011; Moreno-Cid JA et al., 2011; Harrington D et 
al., 2009; Manzano-Román R et al., 2012; Carpio Y et al., 2011).  
 
1.2. Materiales y Métodos 15 
 
1.2.1. Garrapatas, mosquitos y flebótomos 
 
Las garrapatas, Ixodes ricinus, fueron recogidas originalmente en Neûchatel, Suiza y fueron mantenidas como 
colina en la Universidad de Neûchatel, cedidas amablemente por Lise Gern. Diez hembras engordadas, se 20 
transfirieron a la Universidad de Zaragoza y se dejaron ovipositar a 24ºC. Las larvas resultantes se mantuvieron 
en oscuridad a 22ºC y 90% de humedad relativa (RH).  
 
Los mosquitos usados en este estudio, Aedes albopictus, procedían de una colonia del Baix Llobregat 
(Barcelona, España) mantenida durante 31 generaciones en la Universidad de Zaragoza. Los mosquitos fueron 25 
criados en una cabina ambiental a 25±1ºC, 75±5% RH, y fotoperíodo de 12 h luz: 12 h oscuridad.  
 
Los flebótomos Phlebotomus perniciosus usados en este estudio procedían de una colonia autóctona (Madrid 
Province, Spain) establecida en la Unidad de Entomología Médica del Instituto de Salud Carlos III (España). La 
cepa de P. perniciosus ha sido mantenida en el laboratorio durante más de 200 generaciones. Los ejemplares 30 
fueron criados en una cabina ambiental a 28°C, 95-1 00% RH, y un fotoperíodo de 17 h luz: 7 h oscuridad.  
Para ambas especies de insectos, las hembras fueron mezcladas con machos tras su emergencia hasta que las 
hembras fueron seleccionadas para el experimento. Bajo estas condiciones de cría se producen el apareamiento, 
tal y como se ha comprobado por la disección y examen de ovarios (Moreno-Cid JA et al., 2011). Después de la 
emergencia, los insectos fueron suplementados con algodón absorvente saturado con 10-30% de una solución 35 
de sacarosa durante cuatro días. Al día cinco, los insectos fueron ayunados durante cinco horas antes de la 
infestación en ratones (Moreno-Cid JA et al., 2011). Finalmente, las hembras fueron mantenidas en nuevas 
jaulas sin machos hasta el final del experimento.  
 
1.2.2. Diseño y caracterización de quimeras SUB/AKR  40 
 
Las quimeras SUB/AKR Q38 y Q41, fueron diseñadas mediante la combinación de epítopos protectores lineales 
de células B y conformacionales discontinuos identificados en los sueros de oveja y conejo inmunizados con 
SUB de Ixodes scapularis y AKR de A. albopictus (Canales M, et al., 2009; Prudencio, C.R et al., 2010). 
 45 
La quimera Q38 fue diseñada mediante la combinación de epítopos protectores seleccionados de SUB y de AKR 
e introduciendo la secuencia espaciadora GGGS para mejorar la exposición de estos epítopos.  
 
La quimera Q41 fue diseñada añadiendo cisteínas entre los epítopos protectores de SUB y AKR para la 
formación de puentes disulfuro y ayudar en la exposición de epítopos. Los aminoácidos R y K fueron también 50 
añadidos para mejorar la digestión por tripsina y el análisis de péptidos en experimentos futuros.  
 
1.2.3. Formulación de vacunas 
 
Las quimeras recombinantes de SUB/AKR Q38 y Q41 fueron expresadas en Escherichia coli a partir de genes 55 
sintéticos optimizados para el uso de codones en E. coli y purificados por cromatografía de afinidad con 
columnas de Ni (Genscript Corporation, Piscatway, NJ, USA). Los antígenos recombinantes o solución salina 
fueron adyuvados en Montanide ISA 50 V2 (Seppic, Paris, France).  
 
1.2.4. Vacunación e infestación de ratones 60 
 
Se realizaron tres experimentos para evaluar y comparar el efecto de la vacunación con las quimeras 
recombinantes de SUB/AKR Q38 y Q41 en ratones infestados con I. ricinus, A. albopictus y P. perniciosus. Estos 
experimentos se realizaron de manera independiente en la Universidad de Zaragoza (España) para garrapatas y 
mosquitos y en el Instituto de Salud Carlos III (España) para flebótomos. En cada grupo, fueron inmunizados tres 65 





veces en las semanas 0, 3 y 6 con dosis de 0.2 ml inyectadas subcutáneamente en el dorsum cerca de la base 
de la cola usando una jeringa de tuberculina de 1ml y una aguja de 27,5 G. A los ratones vacunados y control se 
les inyectaron vacunas con proteínas recombinantes (25 µg/dosis) y adyuvante/salina respectivamente, y fueron 
infestados con vectores artrópodos a la semana 8. Las inmunizaciones, la recogida de artrópodos y las 
evaluaciones se realizaron de manera ciega y la identificación de los grupos experimentales no se desveló hasta 5 
el final del experimento. Para las garrapatas, se evaluó la mortalidad (nº de larvas muertas/Total de larvas 
usadas en la infestación) y la muda (nº de ninfas/nº de larvas repletas). Para los insectos, se evaluó la mortalidad 
(nº de hembras muertas/nº de hembras alimentadas), la oviposición (nº de huevos/hembra) y la fertilidad 
(Fertilidad 1= nº de larvas/huevo y Fertilidad 2= nº de adultos/huevos). La eficacia de la vacuna (E) se calculó 
como E = 100 (l - ak), donde ak representa la reducción en el proceso del desarrollo observado (k) en los vectores 10 
alimentados en ratones vacunados cuando éstos eran comparados con los alimentados en ratones control, 
vacunados con solución salina y adyuvante. Los datos fueron analizados estadísticamente para comparar los 
resultados de cada especie entre individuos alimentados sobre ratones vacunados y control mediante la t de 
Student y Chi2 (P=0.05). El cuidado y mantenimiento de los animales se realizó conforme los estándares 
especificados en la Guía del cuidado y uso de animales de laboratorio, aprobada por los comités de ética para el 15 
cuidado de animales de experimentación (ISCIII (CBBA/4.2) PA 225/08 and UZ PI12/10).  
 
1.2.4.1. Infestación por garrapatas I. ricinus  
 
Para cada infestación de ratón se usaron las larvas derivadas de lotes de 100 huevos de garrapata. Los ratones 20 
se mantuvieron a 22ºC y con un 80-90% RH. Las larvas engordadas se recogieron tres veces al día durante 7 
días, dos días después de que las larvas repletas se desprendieran del hospedador. Las larvas se recogieron, se 
contaron y se incubaron para la muda a 24ºC y 90% RH.  
 
1.2.4.2. A. Infestaciones por mosquitos A. albopictus 25 
 
Cada ratón fue depositado en una jaula de nylon, anestesiado con ketamina (100 mg/kg) e hidroxicloruro de 
xylazina (10 mg/kg) mediante inyección intraperitoneal y fue expuesto a la infestación de 40 hembras de A. 
albopictus durante 30 min (Moreno-Cid JA et al., 2009). Tras la exposición, 20 hembras de mosquito se 
introdujeron en viales individuales para el estudio de la oviposición. La mortalidad de las hembras de mosquito se 30 
evaluó a los 10 días post-infestación (dpi). Las parideras se retiraron a los 15 días dpi y se contaron los huevos 
para evaluar la oviposición. Éstos se incubaron durante 72 h a temperatura ambiente en agua  hasta su 
emergencia para evaluar la fertilidad.  
 
1.2.4.3. Infestación por flebótomos P. perniciosus 35 
 
Cada ratón fue depositado en una jaula de nylon, anestesiado con ketamina (100 mg/kg) e hidroxicloruro de 
xylazina (10 mg/kg) mediante inyección intraperitoneal y fue expuesto a la infestación de 35-40 hembras de P. 
perniciosus (Moreno-Cid JA et al., 2009). Tras la exposición, 10 hembras de flebótomos se introdujeron en viales 
individuales para el estudio de la oviposición. Los huevos de las hembras alimentadas sobre el mismo ratón se 40 
transfirieron a un envase para el estudio del desarrollo a flebótomo adulto y evaluar la fertilidad como se ha 
descrito previamente (Canales M et al., 2009; Moreno-Cid JA et al., 2009).  
 
1.2.5. Caracterización de la respuesta inmune de los ratones inmunizados mediante ELISA  
 45 
Las muestras de sangre se recogieron para cada animal inmunizado y control a las semanas 0, 3, 6 y 8 antes de 
cada inmunización e infestación. El suero fue separado de la sangre  mediante centrifugación y almacenado 
individualmente a -20°C.  
 
En los sueros de ratones recogidos a diferentes tiempos, la detección de anticuerpos frente a las proteínas 50 
recombinantes específicas usadas en la vacunación se realizó mediante un test ELISA indirecto. Los controles 
de suero preinmune se realizaron para cada proteína. Se usaron placas de alta capacidad de absorción de 
poliestireno, recubiertas con 50µl por pocillo de una solución (0.02 µg/ml) de proteína recombinante purificada en 
buffer carbonato/bicarbonato (Sigma). Tras una incubación de una noche a 4ºC, las placas recubiertas se 
bloquearon con 200 µl/pocillo de una solución de bloqueo (5% leche en polvo semidesnatada en PBS). Las 55 
muestras de suero o PBS, como control negativo, fueron diluidas 1:10 en solución de bloqueo y se añadieron 50 
µl/pocillo en duplicados. Transcurridas 1 h de incubación a temperatura ambiente, las placas se lavaron tres 
veces con una solución de lavado (PBS, 0.05% Tween 20). Seguidamente se añadieron 100 µl/pocillo de un 
conjugado anti-IgG de ratón-peroxidasa (Sigma) a una dilución de 1:500 en solución de bloqueo y se incubó 
durante 1 h a temperatura ambiente. Tras efectuar tres lavados con solución de lavado, se añadieron 200 60 
µl/pocillo de una solución sustrato (Fast OPD, Sigma). Finalmente, la reacción fue detenida mediante la adición 
de 50 µl/pocillo de H2SO4 3N y se determinó la densidad óptica (OD) con un espectrofotómetro a 450 nm. Los 
títulos de anticuerpos en ratones inmunizados y control se expresaron como OD450nm (ODsuero ratón - ODcontrol) y la 
comparación entre los grupos vacunados y control se realizó mediante un test de ANOVA (P=0.05). Para 
caracterizar la cros-reactividad de las vacunas en el ELISA se evaluaron las muestras de sueros recogidas a la 65 





semana 8 como se ha descrito anteriormente y se compararon entre diferentes grupos vacunados y el control 




1.3.1. Caracterización de quimeras de SUB/AKR 
 
Las quimeras de SUB/AKR Q38 y Q41 han sido diseñadas mediante la combinación de epítopos B lineales y 
epítopos protectores conformacionales discontinuos. Ambas quimeras comprenden epítopos protectores tanto de 
SUB como de AKR pero difieren en su composición y posición.  10 
 
Los anticuerpos de ratón frente a las quimeras Q38 y Q41 son cros-reactivos entre ellos y con SUB y AKR (Fig. 
1B), lo que sugiere la conservación de la inmunogenicidad de de los epítopos protectores de SUB y AKR 
expresados en las proteínas quiméricas.  
 15 
1.3.2. Efecto de la vacunación en las infestaciones de artrópodos  
 
El efecto de los anticuerpos frente a quimeras recombinantes SUB/AKR se evaluó mediante la determinación de 
la mortalidad, muda, oviposición y /o fertilidad de los vectores artrópodos de garrapatas (I. ricinus), mosquitos (A. 
albopictus) y flebótomos (P. perniciosus) alimentados en ratones vacunados. La respuesta de anticuerpos en los 20 
ratones fue significativamente mayor en los ratones vacunados comparados con los ratones del grupo control y 
los títulos de anticuerpo al final del experimento fueron similares para todas las proteínas (Figs. 1A and 1B).  
 
En las larvas de garrapata, la mortalidad se vio afectada (Tabla 1) con la reducción de la misma observada en los 
ratones vacunados con Q38 cuando fueron comparados con los ratones del grupo control (Fig. 2A). La muda de 25 
larvas a ninfas fue reducida significativamente en todos los grupos vacunados cuando fueron comparados con 
los del grupo control (Tabla 1; Fig. 2A).  
 
En mosquitos, la vacunación con las quimeras Q41 y Q38 redujo la supervivencia de las hembras 
significativamente (12%), así como la oviposición (28%), cuando fueron comparados con los respectivos 30 
controles (Tabla 1; Fig. 2B). La fertilidad fue altamente reducida en mosquitos alimentados en ratones vacunados 
con la quimera Q41 (Tabla 1; Fig. 2B). 
 
En flebótomos, la vacunación con todos los antígenos resultó en una reducción significativa de la oviposición 
respecto a los respectivos controles (Tabla 1; Fig. 2C). 35 
 
La E de la vacuna es un parámetro que tiene en cuenta todos los efectos de la infestación del vector que se 
observa para un determinado antígeno. Este parámetro no puede usarse para comparar el efecto de la 
vacunación entre diferentes especies de vector debido a que los procesos del desarrollo evaluados pueden ser 
diferentes para cada vector. Sin embargo, la E de la vacuna es un buen parámetro para comparar los efectos de 40 
diferentes antígenos en la infestación por un determinado vector. El análisis de la E de la vacuna mostró una 
reducción de las infestaciones por vectores en los ratones vacunados (Fig. 2D).  
 
Los resultados descritos en este trabajo mostraban que la vacunación con Q38 y Q41 tuvieron un efecto 
significativo en las infestaciones por I. ricinus, A. albopictus and P. perniciosus cuando se compararon con el 45 
grupo control (Tabla 1; Figs. 2A-2D). Particularmente interesante resultó el hecho de que la vacunación con Q38 
fue la única que afectaba a la oviposición tanto de mosquitos (28%) como de flebótomos (26%) alimentados en 
animales vacunados (Tabla 1; Figs. 2B and 2C). 
 
Tabla 1. Efecto de las quimeras SUB/AKR Q38 y Q41en el control de las infestaciones de garrapata, mosquitos y 50 















































































































































































































































































































































































Los resultados se muestran para cada ratón infestado con la media±S.D en paréntesis. Los datos fueron 
analizados estadísticamente para comparar los resultados para cada especie entre los vectores alimentados en 
ratones vacunados y del grupo control mediante el test Chi2 (*p<0.005) y de Student (§p<0.05). ND, sin 




La presente invención muestra el efecto de la vacunación con quimeras de SUB/AK Q38 y Q41 en infestaciones 
por garrapatas, mosquitos y mosquitos de arena (flebótomos), con efectos en la muda, oviposición y/o en 10 





fertilidad. Tal y como se muestra en experimentos previos, (de la Fuente et al. 2007; de la Fuente et al. 2011; 
Moreno-Cid JA et al. 2011), la hipótesis planteada en estos experimentos consiste en que la alimentación de 
artrópodos hematófagos sobre hospedadores inmunizados conlleva la ingestión de anticuerpos específicos para 
antígenos diana, los cuales provocan efectos deletéreos en su función alimentaria y reproductiva. Se desconoce 
el mecanismo preciso por el cual los anticuerpos anti-SUB/AKR afectan la infestación de vectores y a su 5 
fertilidad, pero es posible que incluya la reducción de la actividad biológica de SUB/AKR y/o la interacción de los 
anticuerpos con epitopes conservados en otras proteínas (de la Fuente et al. 2011; Moreno-Cid JA et al. 2011). 
El control de patógenos transmitidos por vectores artrópodos que afectan a la salud animal y humana es 
importante para la erradicación de enfermedades transmitidas por vector. Una ventaja importante de las vacunas 
frente a artrópodos es probablemente su capacidad para reducir o prevenir la transmisión de varios patógenos a 10 
través de la inmunización de hospedadores reservorios y poblaciones de animales susceptibles (de la Fuente et 
al. 2003; de la Fuente et al. 1998; Merino, O. et al. 2011). Además, la identificación de antígenos protectores 
evolutivamente conservados, tales SUB/AKR y la construcción de antígenos quiméricos que comprenden 
epítopos protectores, como los mostrados en la presente invención, puede conducir al desarrollo de vacunas 
multi-diana dirigidas hacia el control de varias especies de artrópodos. Sin embargo, a pesar de los recientes 15 
esfuerzos para desarrollar vacunas para el control de los artrópodos más importantes que son vectores de 
patógenos que afectan a la salud animal y humana, como las garrapatas, mosquitos y mosquitos de arena 
(flebótomos) (de la Fuente et al. 2003; Valenzuela JG et al. 2001; Lal AA et al. 2001; Almeida AP et al. 2002; 
Suneja A et al. 2003; Milleron RS et al. 2004; Titus RG et al. 2006; Willadsen, 2004), sólo dos vacunas han sido 
comercializadas para el control de las infestaciones de garrapatas en ganado vacuno (de la Fuente et al. 2003; 20 
de la Fuente et al. 2007; Willadsen, 2004).  
 
En trabajos previos se ha demostrado que el efecto de los anticuerpos anti-AKR en la reducción de la 
supervivencia, ovoposición y/o fertilidad de garrapatas, mosquitos, flebótomos y ácaros rojos de las gallinas 
(Canales M et al. 2009; de la Fuente et al. 2011; Moreno-Cid JA et al. 2011; Harrington D et al. 2009). Sin 25 
embargo, los resultados de la presente invención son los primeros que muestran el efecto de quimeras de 
SUB/AKR en diferentes especies de vector, así como los primeros experimentos que muestran los efectos de la 
vacunación de infestaciones por garrapatas I. ricinus. La comparación entre las quimeras de SUB/AKR Q38 and 
Q41 en infestaciones de garrapatas, mosquitos y flebótomos mostraba que (a) la vacunación con Q41 mostraba 
el E más alto en mosquitos mediante la reducción de la supervivencia y la fertilidad de las hembras, y, (b) La 30 
vacunación con Q38 tuvo el efecto más alto en la reducción de la oviposición de mosquitos y flebótomos. Las 
vacunas de SUB y AKR controlaban las infestaciones de vectores debido a la alta conservación de las proteínas 
de garrapatas y mosquitos (Canales M et al. 2009; de la Fuente et al. 2006; Macqueen DJ y Johnston IA 2009; 
Galindo RC et al. 2009; Mangold AJ et al. 2009; de la Fuente et al. 2011; Prudencio, C.R et al. 2010). Sin 
embargo, el efecto de la vacunación con quimeras Q38 y Q41 al combinar en secuencias artificiales diferentes 35 
epítopos de SUB/AKR es que logra mejorar la E de vacunas frente a diferentes especies de vector.  
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1. Un péptido aislado capaz de inducir una respuesta inmune protectora y de reacción cruzada frente a una 
infestación provocada al menos por un artrópodo hematófago, caracterizado por que comprende al menos un 
epítopo lineal y al menos un epítopo conformacional, comunes a los ortólogos de la proteína subolesina de 5
garrapata y de mosquito, donde dicho péptido es la SEQ ID No. 1 o la SEQ ID No. 2.
2. El péptido según la reivindicación 1, caracterizado por ser útil en medicina.
3. El péptido según las reivindicaciones 1-2, caracterizado por ser útil para inducir una respuesta inmune 10
protectora y de reacción cruzada frente a una infestación provocada al menos por un artrópodo hematófago 
seleccionado entre: una garrapata, un mosquito, un flebótomo, un ácaro rojo de las gallinas, una pulga, un piojo y 
un piojo de mar.
4. El péptido según las reivindicaciones 1-3, caracterizado por que es capaz de inducir una respuesta 15
inmune protectora y de reacción cruzada frente a una infestación provocada al menos por un artrópodo 
hematófago seleccionado entre: Ixodes ricinus, Aedes albopictus y Phlebotomus perniciosus.
5. Un polinucleótido aislado caracterizado por que codifica para un péptido descrito en las reivindicaciones 
1-4. 20
6. El polinucleótido según la reivindicación 5, caracterizado por que dicho polinucleótido es SEQ ID No. 3 o 
SEQ ID No. 4.
7. Un vector de expresión caracterizado por que comprende al menos un polinucleótido descrito en las 25
reivindicaciones 5-6.
8. Una célula hospedadora, caracterizada por que comprende al menos un vector de expresión descrito en 
la reivindicación 7. 
30
9. La célula hospedadora según la reivindicación 8, caracterizada por que dicha célula es bacteriana.
10. La célula hospedadora según la reivindicación 9, caracterizada por que dicha célula bacteriana es 
Escherichia coli.
35
11. Un animal/organismo no humano, caracterizado por que comprende al menos una célula hospedadora 
descrita en las reivindicaciones 8-10.
12. El animal no humano según la reivindicación 11, caracterizado por que dicho animal es un ratón.
40
13. Un anticuerpo aislado caracterizado por que reacciona frente a un péptido descrito en las 
reivindicaciones 1-4.
14. Una composición caracterizada por que comprende un péptido descrito en las reivindicaciones 1-4, o un 
polipéptido descrito en las reivindicaciones 5-6, o un vector de expresión descrito en la reivindicación 7, o una 45
célula hospedadora descrita en las reivindicaciones 8-10.
15. La composición según la reivindicación 14, caracterizado por que adicionalmente comprende un 
vehículo o un excipiente farmacéuticamente aceptable.
50
16. La composición según las reivindicaciones 14-15, caracterizada por que adicionalmente comprende un 
adyuvante. 
17. La composición según las reivindicaciones 14-16, caracterizada por que adicionalmente comprende un 
segundo principio activo.55
18. Uso de un péptido descrito en las reivindicaciones 1-4, o un polipéptido descrito en las reivindicaciones 
5-6, o un vector de expresión descrito en la reivindicación 7, o una célula hospedadora descrita en las 
reivindicaciones 8-10, o un animal no humano descrito en las reivindicaciones 11-12, o un anticuerpo descrito en 
las reivindicación 13, para la preparación de un medicamento.60
19. El uso según la reivindicación 18, caracterizado por que el medicamento es útil para la prevención y/o el 
tratamiento de una infestación provocada al menos por un artrópodo hematófago.
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20
20. El uso según la reivindicación 19, caracterizado por que el medicamento es útil para la prevención y/o el 
tratamiento de una infestación provocada al menos por un artrópodo hematófago seleccionado entre: una 
garrapata, un mosquito, un flebótomo, un ácaro rojo de las gallinas, una pulga, un piojo y un piojo de mar.
21. El uso según la reivindicación 19, caracterizado por que el medicamento es útil para la prevención y/o el 5
tratamiento de una infestación provocada al menos por un artrópodo hematófago seleccionado entre: Ixodes 
ricinus, Aedes albopictus y Phlebotomus perniciosus.
22. Un medicamento capaz de inducir una respuesta inmune protectora y de reacción cruzada frente a una 
infestación provocada al menos por un artrópodo hematófago caracterizado por que comprende una cantidad 10
terapéuticamente eficaz de un péptido descrito en las reivindicaciones 1-4, o un polipéptido descrito en las 
reivindicaciones 5-6, o un vector de expresión descrito en la reivindicación 7, o una célula hospedadora descrita 
en las reivindicaciones 8-10.
23. El medicamento según la reivindicación 22, caracterizado por que es una vacuna. 15
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Base de la Opinión.- 
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1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en 
consideración para la realización de esta opinión. 
 
Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
 DE LA FUENTE J. Veterinary Parasitology. Sept. 2011. Vol. 
181(1), páginas:17-22. 
08.09.2011 
 MANZANO-ROMAN R. Veterinary Parasitology. Apr. 2012. Vol. 
185(2-4), páginas: 248-259. 
30.04.2012 
 DE LA FUENTE J. & KOCAN KM. Expert Review of Vaccines. 
2003. Vol. 2(4): 583-593. 
2003 
 WO 2009146513  A1  10.12.2009 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 
11/1986, de 20 de marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y 
explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La presente invención divulga unas proteínas quimeras basadas en epítopos de las proteínas 
subolesina (SUB) de la garrapata y akirina (AKR) del mosquito, formadas por péptidos definidos como 
SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2 (reivindicaciones 1-13). Se refiere también al uso de dichos péptidos 
para preparar una composición farmacéutica y/o vacuna para tratamiento y/o prevención de una 
infestación provocada por un artrópodo hematófago (reivindicaciones 14-24). 
 
El documento D01 divulga el uso de antígenos de las proteínas SUB y AKR, que se encuentran 
altamente conservados entre las especies que actúan como vectores de garrapatas, para desarrollo 
de vacunas con la doble finalidad de controlar por una parte las infestaciones producidas por 
artrópodos y por otra, reducir la capacidad del vector que transmite el agente infeccioso. Se refiere 
también al uso de estos antígenos para desarrollo de una vacuna universal para control de 
infestaciones provocadas por artrópodos (ver todo el documento). 
 
El documento D02, basándose en el uso de antígenos de las proteínas SUB y AKR para desarrollo de 
una vacuna universal para control de infestaciones provocadas por artrópodos, divulga la clonación y 
caracterización de ortólogos de la subolesina de dos especies vectores de garrapatas blandas para 
evaluar el silenciamiento del gen de la subolesina por el ARNi y determinar el efecto protector de los 
antígenos recombinantes en ensayos de vacunación (ver resumen). 
 
El documento D03 divulga estudios realizados para identificación y caracterización de antígenos 
protectores para obtención de vacunas recombinantes para combatir infestaciones producidas por 
artrópodos (ver resumen). 
 
El documento D04 divulga péptidos miméticos recombinantes derivados de un antígeno de garrapata 
bovina, así como su uso para elaboración de una vacuna para combatir infestaciones provocadas por 
artrópodos (ver página 20, línea 15 – página 16, línea 3; reivindicaciones 1-7). 
 
 
1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986) 
 
El objeto técnico de la presente invención es un péptido, definido como SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2, 
y su uso para preparar una composición farmacéutica y/o vacuna para tratamiento y/o prevención de 
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.1. REIVINDICACIONES 1-23 
 
El uso de antígenos de las proteínas subolesina de garrapatas y/o akirina de mosquitos para 
desarrollo de vacunas para control de las infestaciones producidas por artrópodos es conocido en el 
estado de estado de la técnica. De hecho, el documento D01 es el más cercano al estado de la técnica 
divulgando una vacuna universal, basada en antígenos de estas proteínas para control de 
infestaciones provocadas por artrópodos. Sin embargo, las características técnicas que presentan no 
coinciden con las reivindicadas en la presente solicitud. 
 
La presente invención reivindica un péptido, basado en epítopos de las proteínas subolesina y akirina 
definido como SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2. Dicho péptido no ha sido encontrado en el estado de la 
técnica. 
 
En consecuencia, las reivindicaciones 1-23 cumplen el requisito de novedad y actividad inventiva (Art. 
6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986). 
 
 
Los documentos D02-D04 se refieren al estado de la técnica y no se consideran relevantes a efectos 
de la valoración de la novedad y actividad inventiva de la presente solicitud de patente. 
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